Vilasz Dr. Gallyas Ferenc egyetemi tandr birdlatdra

Mindenekel6tt szeretném megkdszonni Dr. Gallyas Ferencnek, hogy elvallalta értekezésem
biralatat, idot szakitott annak alapos &tnézésére és értékelésére. Kritikai észrevételeit
elfogadom. Oriilok, hogy a benytjtott disszertaciomat tudomanyos szempontbdl értékesnek és

nyilvénos vitara alkalmasnak tartja.

A biralatban feltett kérdéseire az alabbiakat valaszolom:

1. Kérdés: 12. oldal, utolsé sor: Hivatkozas rossz; 5. abra helyett 6. dbra a helyes.

Vilasz: A disszertaci6 12. oldalan valdban helyteleniil adtam meg az dbra hivatkozast.

A 6. abra lett volna helyes.

2. Kérdés: 23. oldal: DAMP definiciojaban a ,veszély” helyett a ,,sériilés” lenne

helyesebb.

Vilasz: A DAMP betliszot én a disszertacioban danger associated molecular pattern-
ként, magyarul veszély-asszocialt molekularis mintazat-ként definialtam, a biralo
szerint ugyanakkor a veszély helyett a sériilés, azaz damage lenne helyesebb.
Véleményem szerint mindkét definicié helyes. A szakirodalomban is mindkét forma
hasznaélatos, habar a biral6 éltal javasolt forma koriilbeliil kétszer olyan gyakori a google
keresésre adott talalatok alapjan.

En a miatt dontottem a danger az-az a veszély sz6 hasznalata mellett, mert az elmélet
eredeti kidolgozoja Polly Matzinger danger modellnek nevezte el az elméletét, mely
feliillirta az immunrendszer mukodését addig leiré sajat/nem sajat molekuldk

felismerésén alapulé modellt.

3. Kérdés: 59. oldal 27.B abra: Hianyzik a pozitiv kontrol ATP.




Vilasz: A hem IL-1p expressziot fokozo hatasanak vizsgalata soran ATP-t hasznaltunk
pozitiv kontrollként, ugyanis korabbi cikkekben kimutattak, hogy az extracellularis
ATP veszély vagy sériilés-asszocialt molekuldris mintazatként viselkedik, és fokozza
az IL-1Bp mRNS szintjét és az érett IL-1P szekréciojat LPS-sel elokezelt endotél
sejtekben. A kifogésolt dbra 2 panelbél all, az A panelen a mRNS szinteket, a B panelen
a szekretalt IL-1p szinteket abrazoltuk. Az ATP hatasat csak mRNS szinten vizsgaltuk,
ezért nincs ATP-vel kezelt csoport a B panelen. Ennek oka, hogy az IL-1p esetében az
mRNS szintek valtozdsa sokkal markansabb, a vizsgalat olcsé kvantitativ PCR-rel
megoldhatd. Ezzel szemben a szekretalt IL-1f szintje igen alacsony, nagy érzékenységii
ELISA modszerrel lehetséges, ami viszonylagosan dragdbb modszer, mint a PCR.
Réaadasul egy ELISA kittel igencsak limitalt szamu mintat tudunk vizsgalni, ezért csak

a legsziikségesebb mintakra 6sszpontositottunk.

. Kérdés: 61. oldal 29. abra: Szerencsésebb lett volna a kezelést részletezni, ¢és beiktatni
LPS-/Hem+ és LPS+/Hem- csoportokat is ezaltal el6allitva az LPS, Hem és NAC sszes
kombinacidjat. Ez a javasolt kisérleti elrendezés talan értelmezést adhatott volna a 27
abran bemutatott eredményre, miszerint az LPS nem valtja ki, de potencirozza a Hem-
indukalta IL-1B termelést. Az abra 30 alapjan is ugy néz ki, hogy a Hem pro-oxidéns

hatasa volt felel6s az IL-1 szekrécidért.

Valasz: A disszertdcidban bemutatasra keriil, hogy a hem + LPS kombinalt kezelés
fokozza az endotélsejtek ROS termelését, mely N-acetil ciszteinnel gatolhat6. A ROS
termelddéssel parhuzamosan valtozik az IL-1B mRNS, és a szekretalt IL-1p szintje, az-
az N-acetil ciszteinnel gatolhato az IL-1 valasz. A biral6 kérdése a hem, illetve az LPS
onalld ROS termeld képességére vonatkozik és annak gétolhatosédgara. A javasolt
mérések részben megtorténtek, kiilonbdz6 dozisokban mértiik az LPS és a hem hatéasat
a ROS termelédésre, mely eredmények az eredeti kozlemény (Erdei és mtsi. Induction
of NLRP3 Inflammasome Activation by Heme in Human Endothelial Cells) 5. dbra A
és B paneljén lathatéak. Ezek tanulsiga szerint az LPS nmagaban kis mértékben
fokozza a ROS termelést, ugyanakkor a hem jelentds mértékii ROS generalast idéz el6
a sejtekben, melyet az LPS elékezelés kismértékben ugyan, de tovabb fokoz. Ezek az
eredmények valéban aldtdmasztjak a tobbi bemutatott eredményt. A dolgozatba azért
nem keriilt bele az a két panel, mert a sok vizsgalt dozis miatt ugy gondoltam, hogy az

inkabb hatraltja, mint elésegiti a megértést, a biralatot figyelembe véve valoszintileg ezt




nem jol itéltem meg. Egyetértek a biral6 azon megallapitasaval, hogy a hem pro-oxidans

-----

Kérdés: Erthetden, az in vitro kisérletekben gyors és jol mérhetd valaszokat akarunk
latni, igy sokszor afiziologids koncentraciokat alkalmazunk. A  kisérleteikben
alkalmazott 10-50 uM Hem koncentraciok hogy viszonyulhatnak az ateroszklerotikus

plakkok mikrokdrnyezetében el6fordulo koncentraciokhoz képest?

Valasz: Kisérleteink soran a hemet 10-50 pmol/L koncentracioban alkalmaztuk. A
birald kérdése arra vonatkozik, hogy ez a koncentracié mennyire tekinthetd
patofiziologiailag relevansnak. Nem sok adat all rendelkezésre az érelmeszesedéses
plakkok hem koncentracidjara vonatkozoan, kiilondsen igaz ez a bevérzett
érelmeszesedéses plakkokra. Ennek egyik oka, hogy ugyan az egérmodellek az
érelmeszesedés kutatdsaban Kkitiintetett szerepet jatszanak, az egér és a human plakkok
progresszidja jelentds eltéréseket mutat. Az egyik jelentds eltérés, hogy a plakk
bevérzése a fobb egérmodellekben nem kovetkezik be, igy ilyen vizsgalatokat
értelemszeriien ezekben a modellekben nem végeztek. Gall és munkatarsai human
bevérzett karotisz plakkokbol hataroztak meg hem koncentraciot, mely 100 pmol/mg
fehérje koriili érték volt. Arra vonatkozoan azonban nincsenek adatok, hogy ennek a
hem tartalomnak mekkora hanyada volt fehérjéhez kotdtten, illetve szabad hem
forméban. Ez azért lényeges, mert a hem fehérjékhez kitoédése nagymértékben
befolyasolja a hem pro-inflmmatérikus és pro-oxidans hatdsat. Sajat adataink
intraventrikuldris agyvérzést elszenvedett korasziilottek agy-gerincvel6i folyadékabol
vannak, melyben a szabad hem koncentracié atlagosan 300 umol/L, azonban egyes
esetekben a mmol/L nagysagrendet is eléri. Mindezek alapjan azt gondolom, hogy az

altalunk alkalmazott dozis patofiziologias koriilmények kozott relevansnak tekinthetd.

. Kérdés: 91. oldal 62. abra: Terveznek-e tovabbi in vivo kisérleteket a hipoxia
oszteokondrogén markerekre gyakorolt hatasanak vizsgélatara? Az dbran bemutatott
kisérletben 12 6ras hipoxia okozta a legnagyobb expresszids novekedést mRNS szinten,
amely hosszabb hipoxias expoziciok soran fokozatosan csokkent (RUNX2) vagy eltiint

(Glut1). Erdekes lenne a tébbi markerre gyakorolt, illetve leginkdbb funkcionalis hatast

latni.




Valasz: A disszertdcioban bemutatasra keriilt kisérletben a hipoxia hatasat vad tipusu
egereken vizsgaltuk, oly modon, hogy az egereket egy kamraba helyeztiik, melybe 10%
oxigéntartalma levegét vezettiink. Kimutattuk, hogy a hipoxias kezelés fokozza a
gliik6z transzporter-1 és a Runx2 mRNS szintjét a vad tipusu egészséges egerek
aortajaban. Az opponens kérdése tovabbi markerekre illetve funkcionalis vizsgalatokra
irdnyult.

Tovéabbi markeret ebben a kisérleti elrendezésben nem vizsgaltunk, azonban nagyon
egereket 4 hétig tartottuk a hipoxias kamraban, azonban aorta kalcifikaciot sem Alizarin
vords festéssel sem kalcium méréssel nem tudtunk igazolni. Ezt kovetéen allitottuk be
az adeninnel indukalt kronikus veseelégtelen egérmodellt és a kalcifikéacio érzékenyebb
kimutatasara alkalmas osteosense festést. A hipoxia hatdsat ebben a kisérleti
elrendezésben is vizsgaltuk és megallapitottuk, hogy a hipoxia fokozza a CKD-s egerek
aorta kalcifikacidjat. Ez az eredményiink még kozlésre var, és részét képezi majd egy
publikacionak, melynek kozéppontjaban a vaszkuldris kalcifikacié metabolikus
szabélyzasa all majd. Ezen kiviil a hipoxia mimetikum Daprodustat hatdsat vizsgaltuk
CKD egérmodellben. A Daprodustat fokozza az aorta kalcifikaciot CKD-s egerekben,

mely eredmény részét képezi a disszertacionak (72. abra) és azdta publikalasra is keriilt.

. Kérdés: 92. oldal 63. abra: Mi indokolta a daprodustat esetén a 100 pM koncentracio
hasznalatat? Lehet a vegyiiletnek a kisérlet eredményét befolyasolé mellékhatasa ebben

a koncentracioban?

Vilasz: Az utolsé kérdés a Daprodustat dozisaval és az esetleges mellékhatdséaval
kapcsolatos. Az opponens altal emlitett 63. dbran a Daprodustat HIF-1 aktivalé hatasat
vizsgaltuk 1; 10 és 100 pmol/L koncentraciéban. A Daprodustat méar 1 pmol/L
koncentracioban alkalmazva is kivaltja a hipoxias vélaszt, mely jelent6sen fokozodik a
Daprodustat 10 pmol/L-es koncentracidja esetén és ebben az esetben a rendszer
maximélis aktivacidjat latjuk, melyet a dézis tovabbi ndvelése mar nem tud érdemben
fokozni. Ezzel a kisérlettel pont ez volt a célunk, megtaldlni a Daprodustat azon
legalacsonyabb koncentraci6jat, mely jelentds, maximélishoz kozeli HIF aktivéaciot
eredményez. A tovabbi kisérleteinket a 10 pmol/L-es koncentracidval végeztiik.

Tbb érvem is van a mellett hogy a Daprodustat hatdsa nem mellékhatas, hanem a HIF-

1 Gtvonal aktivaciéjan alapuld hatas. Egyrészt szamos egyéb hipoxia mimetikumot is




teszteltiink, mely eredmények a disszertacidban nem keriiltek bemutatisra. A
Daprodustat mellett vizsgaltuk a desferrioxamin, a kobalt-klorid illetve a bipiridil
vizsgalt hipoxia mimetikum a Daprodustathoz hasonl6 modon fokozta a kalcifikaciot.
A hipoxia szintén fokozza a foszfat altal indukalt kalcifikaciot. Tovabbi érv, hogy a
Daprodustat kalcifkaciot fokozo hatdasa HIF-la gén csendesitett sejtekben jelentds

mértékben csdkken.

Végezetiil szeretném ismételtem megkdszonni Dr. Gallyas Ferencnek a biralatot, a sok érdekes
¢és relevans felvetést, melyekre remélem sikeriilt adekvat valaszokat nytjtanom. Kérem
tisztelettel valaszaim elfogadasat és az MTA doktora cim odaitélésének tekintetében tdmogatd

véleményének fenntartasat.
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